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論 文 内 容 要 旨
序論
高等植物に とって、窒素 はその成 育や生産性 を大 き く左右す る栄養素の一つ である。植
物は、主にグル タミン合成酵素(GS)/グル タ ミン酸合成酵素(GOGAT)サイクルによって、
根か ら吸収 した無機 態窒素を有機 化す る。無機態窒素 の同化過程で、GOGATは、ア ミノ
基 を受容する炭素骨格 として2一オキ ソグルタル酸(2-OG)を必要 とす ることか ら、窒素代謝
と炭素代謝の接点に位置 してい る重要な反応 を触媒する酵素である。
GOGATには、電子供 与体 を異にす るフェ レ ドキシン依存性GOGAT(:Fd-GOGAT)と
NADH依存性GOGAT(NADH-GOGAT)の少な くとも2つ の分子種が存在す ることが知 ら
れてい る。緑葉のGOGATの 主成分であるFd・GOGATの研究は進んでお り、葉緑体に存
在 し、オオムギや シ ロイヌナズナ の突然変異体を用いた実験結果 よ り、光呼吸経路か ら放
出 されるNH4+の再同化を担 うことが示 されている。 この際の2-OGは、ペルオキシソーム
でのグル タミン酸 グ リオキシル酸ア ミノ トランスフェラーゼによることが示唆 されている。
一方、NADH・GOGATの生理 的役割 にっいては、特 にイネを用いた解析結果が多数報告 さ
れている。窒素代謝系酵素遺伝子の中では、NADH-G6GAT遺伝子の発現は、1)空間的、
2)時間的 、3)窒素 に応答 した特異 性 を もつ大 きな特徴が ある。幼植物 の根 において、
ハ切 丑6!0α47▼mRNA量はN且4+添加後短時間で増加 し、また、NADH・GOGATタンパク
質はNH4+添加24時 間後 には根の表皮 ・外皮細胞 に顕著に集積す る。地上部では、若い葉
身や登熟初期 の穎果 な ど成長 中の器官 に特異に多 く蓄積 してお り、物質の転流経路である
維管束組織に主に局在 してい る。 この ことか ら、NADH-GOGATは、根 におけるNH4+の
同化過程や 、若 い葉身や登熟初期の穎果 にお ける窒素 の再利用な ど、生理的に重要な役割
を担っていることが示唆 されてい る。 しか し、NADH・GOGATへの2-OGの供給系につい
ては、2-OGを生成す る酵素が複数挙 げられ るに とどまってお り、酵素の特定には至ってい
ない。
本研究では、イネのNADH-GOGAT遺伝子 の発現特異性 を基盤 として、NADH-GOGAT
反応 に2・OGを供給す る主経路 を明 らかにすることを 目的 とした。NADH・GOGAT反応に
2・OGを供給す る候補の酵素 として、NADイ ソクエ ン酸脱水素酵素(IDH)、NADPイソク
ェン酸脱水素酵素(ICDH)、NAD(H)グル タミン酸脱水素酵素(GDH:)に着 目して解析 を行 っ
た。第一章では、IDH、ICDH、GDH:に関す る分子資材 の獲得 と検証結果にっいて述べた。
第二章では、根 にお けるNH4+の初期同化過程について、第三章では、若い葉身や登熟穎果
にっいて焦点 をあて、IDH、ICDH、GDHの発現特性 を解析 した。得 られた結果 を基 に、
根、若い葉身、そ して、登熟初期の穎果におけるNADH-GOGAT反応に2-OGを供給す る
経路について、生理学的考察を行った。
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第一章mH、ICD且 、GDHに 関す る分子資材 の獲得 と検証
分子生物学的手法を用いて対象 とす る酵 素の生理機能の解析を行 うため、まず分子資材
の獲得 を行った。本章では、イネのIDH遺 伝子((屈刀功 、ICDH遺伝子(03吻 励 、及び
GDH遺 伝子(0θ6砂励 のcDNA、並びに、各々のタンパ ク質を特異に認識する抗体な ど、
分子資材 を調整す ることを目的 とした。
TCAサ イ クル の構成 酵素 で あるIDHの 研 究が進 んでい るタバ コで は、焼 朋2、
ハ砿脇 、焼 珊oの3種 のcDNAが 単離 されている。酵母 を用いた相補実験 によ り、
NtIDHaは触媒機能、MIDHb、NtIDH:cは調節機能を有することが示 されている。㎜
の配列 を基に、イネのデー タベースを用 いて検索 した結果、㎜ と高い相同性 を示す
0ε1班aと、㎜ と高い相同性 を示す(冠 職r1、0ε㎜{ヅ が見出され 、cDNAの単
離を行った。 また、大腸菌内にて大量発現 させたOslDHaをウサギに免疫 して抗OslDHa
抗体を作製 した。作製 した抗体は、OsIDHaに特異 な抗体であることがイ ミュノブロ ッ ト
法によ り確認 された。 しか し、免疫組織 化学的解析 に用いるほどの高い特異性 を保持 して
いなかったため、パ リ大学のMichaelHodges博士によ りタバ コの抗IDHa抗体を分譲 して
いただき、イネのIDHaに対する特異 性を確認後、免疫組織化学的解析 に供 した。
タバ コや シロイヌナズナにおけるICDH:は、細胞内のサイ トソル、プラスチ ド、 ミトコ
ン ドリア、ペルオキシ ソームに局在 してお り、複数のアイ ソザイ ムが存在す ることが知 ら
れてい る。多 くの植物種において全ICDH活 性の大半はサイ トソル型ICDHが 占めること
が示 されている。イネのデー タベースを検索 した結果、イネにおいても4つ の6bπZZ冴遺
伝 子[0圃 α2印(¢%oβo直旬,0θ∫00四2(碗050〃@,0國α2E(加∫60盈o丑面 盈珍 姦5翻協δ,
0瓠α2丑(ρθm虹30加3切が見出 された。 これ らのICDHの遺伝子群の推定ア ミノ酸配列は、
相互に高い相 同性 を示 した。大腸菌内にて大量発現 させたOslCDH1発現タンパク質を ウ
サギに免疫 して、抗OsICDH1抗体 を作製 した。作製 した抗体の特異性 をイ ミュノブ写ツ
ト法によ り検証 した結果、OslCDH1の推定分子質量46kDaの位置に単一なバン ドが検出
され た。 しか し、ICDHには4分 子 のアイ ソザイムが存在 し、ア ミノ酸配列 の相 同性 も相.
互に極 めて高 く、分子量 も類似 していることか ら、4分 子のICDHを 識別 していない可能
性 が高 く、免疫組織化学的解析 に供試す るには適 していない と判断 した。
GDHは 、2-OGとアンモニ ウムを生成する脱ア ミノ化反応 と、2-OGとアンモニ ウムか
らグルタ ミン酸を生成するア ミノ化反応 とを可逆的に触媒す る酵素である。GDH遺 伝子は、
イネ において、096Z～旺1,086り鷹096Z～四3の3種 のcDNAが潮 田らにより単離 されて
いる。抗GDH:抗体は、 トウモ ロコシの抗GDH抗 体を用いて、イ ミュノブ ロッ ト法お よび
免疫組織化学的解析 に供 した。
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第二章 幼植物の根 における窒素の初期 同化過程への2-OG供給系についての解析
幼植 物 の根 にお い て、㎜ ∬6!0¢477mRNA量は、NH4+添加 後短 時 間 で激 的 に増加 す
る。 ま た 、NADH-GOGATタンパ ク質 は、NH4+添加24時 間後 には 、根 の先 端 の表層 細胞
にお いて 、顕 著 に集 積 す る こ とが示 され て お り、NH4+の同化 過 程 で重要 な役 割 を担 って い
る こ とが 示唆 され て い る。 対象 と して い る酵 素 の発 現特性 や 組 織 局 在性 を 明 らか にす る こ
とは、 そ の生理 的役 割 を解 明す るた めに有 効 な研 究 方法 の一つ で あ る と考 え られ る。IDH、
ICDH、GDHの いず れ かの酵素 が、NH4+の添 加 に伴 いNADH-GOGATと 類 似 した発 現特
性 を示 す な らば、NADH・GOGAT反 応 に2・OGを 供 給す る酵 素 の特 定が期 待 され る。 本 章
で は、 幼植物 の根 にお け る窒素 添加 に伴 うIDH、ICDH、GDHの 発 現特性 、 並 び に、組織
局在性 につ いて解析 し、NADH・GOAGTへ の2-OGの 供給 系 を解 明す る こと を 目的 と した。
播 種後17目 目の種子 栄養 が枯 渇 したイネ を、1mMNH4+を 含 む1/4強度 の 水耕 液 にて育
成 す る こ とで、NH4+処理 を行 った。 そ の結 果 、根 におけ る ㎜ ∬6!0α47▼mRNA蓄積 量
は、N:H:4+を添加 した3時 間後 に増加 して いた(Fig.1A)。o戯 及 びo温ylm:RNAの
蓄 積 の 変 化 は 、 ㎜ ∬ σ0α477mRNAの 蓄 積 の 変 化 と類 似 し て い た(Fig.1B,C)。
036り∬1及 び0写6辺 呪2mRNAの 蓄積 量 は 、NH4+添加 に伴 って 増加 す るもの の、ハ必刀虹
θ0(泌7▼mRNAの 蓄積 量 の変化 とは異 な って い た(Fig.1C)。一 方 、(屈 α フ∬ 遺伝 子群 に 関
して は 、NH4+添加 に伴 う変化 は認 め られ なか っ た(Fig.1D)。次 に 、NH4+添加 に対す る各 遺
伝子 の蓄積部 位 を調 べ るた め、約13cmの 冠根 を根 軸 に沿 っ て4つ に等 分割 して供 試 した。
そ の結 果、根 端 か ら3.25・6.5cmの部位 で 、NH4+添加 に伴 い 、0厩0%、0疏ylmRNA
量 は 、.〈必刀座6106i47m:RNA量と と も に 顕 著 に 増加 蓄 積 す る こ とが 明 らか と な っ た
(Fig.2A,B,C)。一方 、056り∬1、036も〇四2niRNA量 は、.〈必刀∬610(祖7とは異 な る部
位 で 主 に増加 した(Fig.2A,D,E)。根 にお け るIDHa、GDH、NADH・GOGATタ ンパ ク質
含 量 は、NH4+添加24時 間後に は顕著 に増 加 してい た(Fig.3)。さ らに、NADH・GoGATの
局在 性 が判 明 してい る根 の先端 に着 目 して、IDHa及 びGD且 タンパ ク質 がNH4+添加 に伴
って 蓄積 す る組織 を免 疫組 織化 学 的手 法 に よ り同定 した。 そ の結 果 、NH4+の添加 に伴 い 、
IDHaタ ンパ ク質 は、伸長 帯の表皮 ・外皮 の細 胞 にお い て顕 著 に集積 し、著 しい組 織局在 性
の変 化 を示 した(Fig.4A,B)。一方 、瓦H4+添加 に よ るGDH:タ ンパ ク質 の局 在性 の変化 は認
め られ なか った(Fig.5A,B)。
IDH:は、NH4+の添加 後のmRNA及 び タ ンパ ク質 の蓄積 の 挙動 や 、NH4+の添加 に伴 って
蓄 積す る組 織 がNADI{・GOGATと類 似 してい るこ とが判 明 した。 以 上 の結果 よ り、根 にお
け るNH4+の初期 同化過 程で 、IDHaがNADH・GOGAT反 応 に2-qGを 供 給 して い る可能
性が高い ことが示 された。
一144一
第三章 イネの葉身 と穎果 にお けるIDH:、ICDH及びGDHの 発現特性
イネのNADH-GOGATタンパ ク質 は、未抽出葉身や登熟初期 の穎果など、成長中の組織
に特異的 に多 く蓄積 していることが報告 されている。未抽 出葉身においては主に維管束柔
細胞群及び メス トム鞘細胞 に、登熟過 程の穎果 においては主に背部大維 管束組織 の柔細胞
群、珠心突起細胞 及び珠 心表皮細胞 な どの、物 質の転流に関わる細胞群 に局在 してい るこ
とが示 されている。 この ことか ら、NAD且一GOGATは、若 い組織 において、転流窒素の主
形態であるグル タ ミンをグルタ ミン酸 に変換す る役割を担っていることが示唆 されている。
しか し、これ らの細胞群 におけるNADH・GOGATへの2-OGの供給系については判明 して
いない。本章では、未抽 出葉身や 登熟初期の穎果 におけるNADH-GOGAT反応 に2-OGを
供給する主経路を解明す ることを 目的 と し、IDH、ICDH、GDEの発現特性 を明 らかに し
た。得 られた結果 と 煎ADH・GOGATの知見を基に比較す ることで、NADH-GOGATへの
2・OGの供給系について考察を行った。
ガラス室で水耕法によ り栽培 した 日本晴 を供試材料 とし、8.5葉期の主桿の第5葉 か ら第
10葉身を収穫 した。 この時点において、第10葉身は未抽出であった。発達段階が異なる葉
身にお ける、IDHa、ICDH、GDH及びNADH-GOGATタンパ ク質の蓄積について解析 し
た。その結果、IDHa、ICD且、GDH:タンパ ク質は、第10未 抽出葉身 と第9葉 の未抽 出部
位で多 く蓄積 してお り、NADH-GOGATタンパ ク質の蓄積様式 と類似 してい ることがわか
った(Fig.6)。さらに、免疫組織化学的手法によ り、NADH-GoGATの組織局在性が判明 し
ている未抽 出葉身におけるIDHa及びGDH:の組織局在性 を同定 した。第10未 抽出葉身に
おけるIDH:aタンパク質は、主に維 管束柔細胞群 、節部伴細胞、及び、メス トム鞘細胞に
局在 していた(Fig.7A)。一方、GDHタ ンパク質は、節部柔細胞及び鯖部伴細胞 に主に局在
していた(Fig.7B)。
開花 日、開花後5、10、15、20、35日目の穎果 を対象 として、IDHa、ICDH、GDH及
びNADH・GOGATタンパク質の蓄積の挙動 について解析 した。IDH:a、ICDH及びGDH
タンパ ク質 は、主に開花 日と開花後5日 目に多 く蓄積 していた(Fig.8)。一 方、NADH-
GOGATタンパク質は開花後10、15日に増加 していた。開花後7日 の穎果におけるIDH:a、
GDHタ ンパク質の局在性は、 ともに物質の転流経路である背部大維管束組織 に主に局在 し
ていた(Fig.9)。
未抽 出葉身や登熟過程 の穎果 におい て、NADH-GOGATが局在する細胞群 において、
IDHaやGDHタ ンパク質も局在 していた。現時点では、IDH:、ICDH、GDHのすべての
酵素 もNADH:一GOGAT反応に2-OGを供給す る可能性があ り、主経路の特定には至 らなか
った。
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結論
本博 士論 文 におい て、以 上 の こ とが明 らか とな った。
1.IDHは、根 にお けるNH4+添加 後 のmRNA及 び タ ンパ ク質 の 蓄積 パ ター ンや 、NH:4+添
加 に伴 って蓄積 す る組織 がNADH-GOGATと 類 似 し.てい るこ とが示 され た。 つ ま り、吸 収
したNH4+の初期 同化過 程 にお いて、IDHがNADH・GOGAT反 応 に2-OGを 供 給 してい る
可能性 が高 い こ とが示 され た。
2.未抽出葉身や登熟過程の穎果 において、IDHaやGDHタンパ ク質は、NADH-GOGAT
が局在す る細胞群においても局在 していた。現段階では、IDH、ICDH、GDHのいずれの
酵素がNADH-GOGAT反応に2-OGを供給 しているか、明確な結果は認め られ てお らず、
今後の検討が更に必要である。
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Fig.2AccumulationofmRNAforIVADH-GOGAT(A),OslDHa(B),OslDHc;1(C),twoOsGDHs(D,E)along
l3-cm-longcrownrootsofriceseedlhlgsbefbrethetreatments(◆)andafセerthesupplyofOmM(■)orlmM(●)
NH4Clfor3h.Sequentialsegmentsweretakenbydividingtherootsintoquarters.ActinmRNA(F)levelswere
determinedaspositivecontrol.
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Fig.31mmunodetectionofNADH-GOGAT,IDHaand
GDHproteinsinricerootextracts.Samplesweretaken
atO,3,6,12and24hfollowingthesupplyoflmM
NH4C1.Solublerootproteins(10ugforNADH-
GOGATand4,ugforIDHaandGDH)wereseparated
bySDS-PAGEbe飴rei㎜unoblo晦
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Fig.4CellularlocalizationofIDHaproteininthe
elongationzoneofriceroots(A,B)androottips(D,E).
(A,D)LongitudinalsectionofarootsuppliedwithOmM
NH4C1(一N).(B,E)Longitudinalsectionofarootsupplied
withlmMNH4C1(+NH4+)for24h.(C,F)Control
longitudinalsectionofarootsuppliedwithlmMNH4Cl
for24htreatedwithnormalrabbitantiserum.
cc,centralcylinder;co,cortex;ep,epidermis;
ex,exodermis;pr,plerome.Bars=100um.
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Fig.5CellularlocalizationofGDHproteininthe
elongationzoneofriceroots(A,B)androottips(D,E)
(A,D)LongitudinalsectionofarootsuppliedwithOmM
NH4Cl(一N).(B,E)Longitudinalsectionofarootsupplied
withlmMNH4C1(+NH4+)for24h.(C,F)Control
longitudinalsectionofarootsuppliedwithlmMNH4Cl
for24htreatedwithnormalrabbitantiserum.
cc,centralcylinder;co,cortex;ep,epidermis;
ex,exodermis;pr,plerome.Bars=100um.
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Fig.6ExpressionprofilesofNADH-GOGAT,IDHa,ICDH,
GDHandGS2proteinsinrice-leafbladesatvariousleaf
positions.Solubleproteins(80ｵgforNADH-GOGAT,
26ｵgforICDHand13ｵgforIDHa,GDHandGS2)were
separatedbySDS-PAGEbeforeimmunoblotting.
Fig.7Cellul rlocalizationofIDHa,GDHproteininlargevascular
un lesofthe10thunexpandedleafblade.(A)Stainedwith
af inity-purifiedtobaccoIDHaantibody.(B)Stainedwith
m izeGDHantibody.(C)Stainedwithnormalrabbitantiserum.
pp,phloemparenchymacell;xp,xylem;parenchymacell;
cc,companioncell;mc,mesophyllcell.Bars=30ｵm.
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Fig.8ChangesinthecontentsofNADH-GOGAT,
IDHa,ICDHandGDHproteinsinricespikelets
duringtheripening.Solubleproteins(30ｵgfor
NADH-GOGAT,26ｵgforICDHand13ｵgfor
IDHaandGDH)wereseparatedbySDS-PAGE
beforeimmunoblotting.
Fig.9CellularlocalizationofIDHa,GDHproteinsinyoung
grainofric .(A)Stai皿edwithaffinity-purifiedtobaccoIDHa
antibody.(B)Stainedwithaffinity-purifiedmaizeGDHantibody.
(C)Stainedwithnormalrabbitantiserum.dvb,dorsalvascular
bundles;ne,nucellularepidermis;np,nucellularprojection.
Bars=30ｵm.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
植物における無機態窒素の同化 は,成育や生産性を決定づける重要な機構である。世界三大作物の
一つであるイネでは,根から吸収する無機態窒素の大部分をアンモニウムイオンに依存 している。吸
収されたアンモニウムイオンの多くは,根 で直ちにグルタミン合成酵素 とグルタミン酸合成酵素によ
り同化 され る。グルタ ミン酸合成酵素の反応には,炭 素骨格 として2一オキソグルタル酸を必要 とす
るが,こ の重要な反応にもかかわらず,2一オキソグルタル酸の供給経路に関しては明らかになってい
ない。
本研究は,イ ネ根におけるNADHグル タミン酸合成酵素(NADH-GoGAr)遺伝子の組織特異的発
現 と窒素に応答する発現の特性に着 目し,2一オキソグルタル酸供給系の候補遺伝子産物の発現解析を
行い,炭 素骨格供給経路を推定 したものである。
得 られた結果は,次 のように要約できる。①2一オキソグルタル酸生成系 として,ミ トコン ドリア
のNADイ ンクエン酸脱水素酵素(IDH)とグルタミン酸脱水素酵素(GDH),並びに4種 の小遺伝子
族 を形成 しているNADPイソクエン酸脱水素酵素(ICDH)に着 目し,それぞれの遺伝子,cDNA,
並びに特異抗体を獲得 した。②イネの根でNADH-GOGAr遺伝子発現が正に制御 される条件を設定 し,
候補遺伝子産物の挙動 を比較解析 した。③ 皿)HとGDH抗体を用いて免疫組織学的な解析 を行い,
NADH-GOGArタンパ ク質 の局在 と比較解析 した。④イネ の若い葉身や登熟初期の穎果における
IDH,ICDH,GDHの遺伝子発現を解析 し,NADH-GOGArmRNAの挙動 と比較 した。⑤RNAi法に
より,ICDH遺伝子の発現を抑制 したノックダウン変異体を作成 し,候補遺伝子の発現を追跡 した。
これ らの結果か ら,イネの根ではDHmRNAやDHタ ンパク質の挙動がNADH-GOGAr遺伝子産物
と極 めて類似 していることがはじめて判明 し,上記の①から③の結果をまとめ,そ の成果を学術雑誌
に公表した。
以上,本 研究の成果は,窒 素代謝 と炭素代謝の接点に位置するNADH-GOGAr反応に炭素骨格を供
給する経路 を探索したもので,この分野の理解を深めた。また,ノックダウン変異体を用いた解析は,
世界に先駆 けた研究であ り,成果の公表を準備中である。
本研究は,今 後の代謝間クロス トーク機構の分子実体の解明に発展 しうる基礎 を構築 した優れたも
のである。審査員一同は,本論文提出者に対 し,博士(農学)の学位を授与するに値するもの と認定した。
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